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Ja ” 要: Kap shel (Rhododendron delavayi) 园林 应 用 的 关键 因子 ，bHLH 转 
录 因 子 在 植物 生长 发 育 和 胁迫 响应 过 程 中 发 挥 重要 调控 作用 ,该 文 以 马 绢 杜鹃 基因 组 文件 
和 转录 表达 数据 为 材料 ， 运 用 生物 信息 学 方法 鉴定 马 继 杜 鹏 bHLH 转录 因子 (RdbHLH) 家 

族 成 员 , 分 析 了 基因 结构 、 保 守 基 序 、 系 统 发 育 、 和 蛋白 理化 性 质 、 顺 式 作用 元 件 、 和 蛋白 互 作 
网 络 及 表达 模式 等 特征 。 结 果 表 明 : (1) 共 鉴 定 出 116 个 R4bHLH 基因 ， 不 同和 蛋白 氨基 酸 
数目 和 分 子 量 大 小 差异 较 大 , 总 体 为 弱酸 性 杀 水 蛋白 , 主要 在 细胞 核 行使 功能 。(2) RdbHLH 
共 划 分 为 17 个 亚 家 族 ， 各 亚 家 族 基 因 基 序 结构 保守 ， 但 在 不 同 亚 家 族 间 差异 较 大 ， 绝 大 多 
数 RdbHLH 蛋白 同时 含有 Motif 1 和 Motif 2, 启动 子 区 域 含 大 量 与 植物 生长 发 育 、 激 素 响应 、 
光 响 应 和 胁迫 响应 相关 的 顺 式 作用 元 件 。 (3) 马 继 杜 骼 响应 干旱 胁迫 主要 通过 激发 信号 传 

导 通 路 与 渗透 调节 和 黄酮 类 化 合 物 合 成 系统 ， 以 缓解 胁迫 损伤 ， 干旱 胁迫 影响 了 36 个 
RdbHLH 基因 的 表达 ,强烈 诱导 了 12 个 RdbHLH 基因 的 表达 ,其 中 RdbHLH49 和 RdbHLH95 

可 能 在 植株 抗 干旱 胁迫 过 程 中 发 挥 重 要 调控 作用 。 研 究 结 果 为 进一步 研究 R4bHLH 基因 的 
生物 学 功能 提供 了 理论 依据 ， 也 为 培育 马 继 杜 鹏 优良 园艺 品种 提供 了 误 向 基因 资源 。 
Kei: GAAS, bHLH, “MWY, 干旱 胁迫 ， 表 达 模 式 
中 图 分 类 号 : Q943 文献 标识 码 : A 
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Identification and expression analysis of bHLH 


transcription factors family in Rhododendron delavayi 
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(1. College of Forestry, Guizhou University, Guiyang 50025, China; 2. College of Tea, Guizhou University, Guiyang 
50025, China; 3. College of Agricultural, Guizhou University, Guiyang 50025, China) 
Abstract: Water deficiency is a critical factor that restricts the utilization of Rhododendron 
delavayi in landscaping. bHLH transcription factors are pivotal regulators of plant growth, 
development, and stress responses. This study aimed to identify members of the R. delavayi bHLH 
transcription factor (RdbHLH) family by utilizing the R. delavayi genome file and transcriptome 
data. Through bioinformatics methods, we analyzed various aspects, including gene structure, 
conserved motifs, phylogenetic relationships, protein physicochemical properties, cis-acting 
elements, protein interaction networks, and expression patterns. The results were as follows: (1) A 
total of 116 RdbHLH genes were identified, exhibiting significant variations in terms of amino 
acid composition and molecular weight. These genes are primarily weakly acidic hydrophilic 
proteins that function predominantly within the cell nucleus. (2) The RdbHLH family was 
categorized into 17 subfamilies, where motif structures were conserved within each subfamily but 
displayed noticeable differences between different subfamilies. Most RdbHLH proteins contained 


both Motif 1 and Motif 2. The promoter region of these genes contained a substantial number of 
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cis-acting elements associated with plant growth and development, hormone response, light 
response, and stress response. (3) R. delavayi responds to drought stress by activating signal 
transduction pathways and regulating osmotic pressure and flavonoid biosynthesis systems, 
leading to stress damage mitigation. Drought stress exerted an impact on the expression of 36 
RdbHLH genes, with 12 genes displaying robust induction. Notably, RdbHLH49 and RdbHLH95 
may play pivotal regulatory roles in enhancing plant resistance to drought stress. These research 
findings provide a theoretical basis for further investigations into the biological functions of 
RdbHLH genes and establish target gene resources for the breeding of superior horticultural 
varieties of R. delavayi. 
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植物 在 生长 发 育 过 程 中 会 进化 出 一 系列 防御 策略 以 适应 逆境 胁迫 , 转录 调控 是 植物 生长 
发 育 和 环境 适应 的 基础 , 转录 因子 是 调控 下 游 台 基因 时 空 表 达 的 重要 蛋白 (Wu et al., 2022). 
在 应 激 网 络 信 号 通路 中 , 转录 因子 通过 结合 顺 式 作用 元 件 来 抑制 或 激活 某 些 基因 的 表达 , Z 
与 调控 植物 生长 发 育 和 胁迫 响应 〈Strader et al., 2022) 。bHLH 转录 因子 家 族 是 植物 中 最 重 
要 、 规 模 最 大 的 转录 因子 家 族 之 一 , 广泛 存在 于 几乎 所 有 真 核 生 物 ， 在 转录 水 平 上 调控 多 
生物 学 过 程 (Zhang etal., 2020) ，bHLH 因 具 有 高 度 保守 的 碱 性 基本 区 域 (Basic region) 
All a 螺旋 1- 环 -a 螺旋 2(helix-loop-helix, HLH ) 两 个 亚 功 能 区 而 得 名 (Zhang et al., 2018; Pires 
& Dolan, 2010) ， 其 结构 域 长 50 一 60 个 氨基 酸 。 碱 性 基本 区 位 于 结构 域 N 端 ， 长 10 一 20 
个 氨基 酸 ， 作 为 DNA 结合 区 可 识别 高 基 因 启 动 子 序列 中 的 E-Box (5'-CANNTG-3') 并 与 之 
特异 性 结合 (Feller et al., 2011) ; HLH 区 位 于 结构 域 C 端 ， 长 40 一 50 个 氨基 酸 ， 由 两 个 含 
保守 疏水 残 基 的 a -螺旋 组 成 ， 且 由 一 个 可 变 长 度 的 环 隔 开 ，o- 螺 旋 之 间 的 相互 作用 可 形成 
FPR FSA, RUE A ASFA A KI ZEA A Pee A eae (Lang & Liu, 2020) 。 
植物 bHLH 家 族 一 般 被 划分 为 15 一 25 个 亚 家 族 , 某 些 特殊 物种 可 达 32 个 (Bano et al., 2021). 
随 着 测序 技术 的 发 展 ，bHLH 转录 因子 家 族 在 众多 模式 植物 和 农业 作物 中 被 鉴定 和 分 析 ， 如 
拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) (Hao et al.,2021)、 花 生 (Arachis hypogaea) (Li et al., 2021)、 
WJA (Cucumis sativus) (Li et al., 2020) 和 茶树 (Camellia sinensis) (Liu et al., 2021) 等 。 
现 有 研究 表明 bHLH 转录 因子 参与 调控 光 形 态 发 生 CAkmakjian et al., 2021) ~ RRA, 
EFAA (Zhao et al., 2019) 和 逆境 胁迫 响应 (Sun et al., 2019) 等 生物 学 过 程 。 
马 织 杜 鹏 是 杜 鹏 花 科 杜 鹏 花 属 常 绿 杜 鹏 亚 属 的 多 年 生 高 山 木 本 花 弄 , 树 姿 苍劲 优美 、 花 
大 色 艳 且 花 期 长 ， 具 有 较 高 的 观赏 价值 、 药 用 价值 和 园林 应 用 前 景 (Sun et al., 2021) ， 但 
马 继 杜 鹏 对 生境 要 求 较为 苛刻 ， 人 工 引 种 需 在 温室 条 件 下 才能 生长 良好 , 水 分 气 缺 是 制约 其 
园林 应 用 的 关键 限制 因子 (Cai et al., 2019; Wang et al., 2020) 。 已 有 研究 表明 ，bHLH 转录 
因子 在 胁迫 相关 调控 网 络 和 信和 号 通路 中 发 挥 重 要 作用 (Li et al., 2019) , {A A HALAS TER} 
植物 bHLH 转录 因子 家 族 的 系统 分 析 鲜 有 报道 。 

该 研究 以 马 继 杜 鹏 基因 组 文件 和 转录 表达 数据 为 基础 ， 运 用 生物 信息 学 方法 ， 对 
RdbHLH 家 族 成 员 进 行 了 系统 鉴定 和 分 析 ， 拟 探讨 以 下 问题 : 〈1) RdbHLH KIRRI J E 
和 白 理 化 性 质 等 基本 信息 ; (2) 系统 发 育 分 类 、 基 因 结 构 、 保 守 基 序 (Motif) 及 顺 式 作 用 元 
件 等 特征 ; (3) 蛋白 互 作 网 络 、 转 录 表 达 模 式 及 三 维 结构 等 特征 和 功能 预测 ， 以 期 为 进 
步 研究 RdbHLH 转录 因子 在 抗 干旱 胁迫 过 程 中 的 生物 学 功能 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 
从 杜鹃 花 植物 基因 组 数据 库 Chttp://bioinfor.kib.ac.cn/RPGD/index.html ) Hy p ZARS 


pug 


基因 组 序列 、 


CDS 序列 、 
式 植物 拟 南 芥 AtbHLH 数据 来 


蛋白 序列 、 


1.2 RdbHLH 家 族 成 员 的 鉴定 、 蛋 白 理化 性 质 及 定位 预测 分 析 
从 Pfam 数据 库 (http://pfam.xfam.org/) 下 载 2PEZ 厅 基因 的 隐 马 尔 科 夫 模型 文件 (PF00010 )， 
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(https://web.expasy.org/protparam/) 分 析 RdbHLH 的 和 蛋 


特异 性 隐 马 尔 科 夫 模型 ， 
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Chttps://www.genscript.com/wolfpsort.html) 进行 RdbHLH 
1.3 RdbHLH 蛋白 多 序列 比 对 、 系 统 发 育 和 分 类 分 析 
选取 所 有 RdbHLH 的 氨基 酸 全 长 序列 ， 
程序 进行 多 序列 比 对 ， 采 用 邻接 法 (Neighbor-Joining，NJ) 构建 系统 发 育 
复 检验 1 000 次 以 评估 树 中 节点 统计 的 可 靠 性 。 
树 ， 并 参照 415HLH RIK 
RAK 


绘制 系统 发 育 


成 员 进 行 亚 组 和 亚 


了 进行 第 二 次 结构 域 搜索 ， 
bHLH 结构 域 ， 


不 稳定 指数 、 


5 家 


As Wi ta Be A 25 


GFF 注释 文件 及 不 同 干旱 处 理 下 的 转录 表达 数据 ; 模 


TAIR 数据 库 Chttps://www.arabidopsis.org/) 。 


因 的 保守 结构 域 序列 构建 马 织 杜鹃 
以 0.001 的 E-value 筛选 得 到 候选 基因 , 


将 对 应 的 蛋白 序列 提交 至 Pfam 和 SMART 
Chttp://smart. embl.de/ ) 数据 库 进 行 确认 (Zhang et al., 2022) 。 
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利用 ChiPlot 


1.4 RdbHLH 家 族 基 因 结 构 、 保 守 结构 域 和 Motif 分 析 
运用 MEME 工具 Chttp://meme-suite.org/) 分 析 RdbHLH 蛋白 的 Motif, Motif 搜索 数量 


为 15, 长 度 范 


息 ; BA 


Gene structure view 程序 结合 系统 发 育 


围 为 6 一 100; 基于 GFF 注释 文件 提取 RdbHLH 
序列 上 传 至 NCBI 搜索 保守 结构 域 ， 下 载 hitdate Z 
树 对 上 述 结 果 进 行 可 视 化 ; 


果 提 取 RdbHLH 对 应 的 保守 结构 域 序列 ， 
WebLogo 工具 (https://weblogo.berkeley.edu/ logo.cgi) 和 geneDoc 
1.5 R4pHLH 基因 启动 子 顺 式 作 用 元 件 分 析 
密码 子 上 游 2 000 bp 的 启动 子 DNA 序列 ， 提 交 至 Plant CARE 

在 线 工 具 Chttp://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) 检索 顺 式 作 用 元 件 ， 并 


截取 RdbHLH 


对 元 件 种 类 、 


因 


= 


起 始 密 


数量 及 功能 进行 统计 分 析 。 


运用 Clustalw 程序 进 和 


1.6 RdbHLH 家 族 基 因 在 不 同 干旱 胁迫 处 理 下 的 表达 分 析 


Y=, `. 


通过 


Kilobase of transcript per Million mapped reads) { 
的 相对 表达 量 ， 实 验 处 理 方式 为 正常 灌溉 (CK) 、 
基于 limma R 程序 进 


基因 


对 转录 表达 数据 的 分 析 ， 计 算 基 因 表 达 水 平 并 归 
直 ， 得 到 4 组 不 同 处 型 
停 灌 5d (D5) 、 
行 差异 表达 分 析 ， 


EWE 10 d 后 ， 立 即 浇 水 灌溉 6h (REC) 。 


tt, 


化 处 型 


B, FPKM 值 


表达 差异 显著 的 标准 为 llog2Gold Change)| >] 
因 表达 数据 进行 标准 
`Œ (Zhang et al., 2020) ， 绘 制 差异 RdDHLH 


1.7 RdbHLH 蛋白 三 维 结构 预测 
将 响应 干旱 胁迫 的 RdbHLH 蛋白 序列 与 PDB 数据 库 


基于 转录 表 
Chttps://saves.mbi.ucla.edu/) 进行 PSI-blast 同 源 比 对 , 搜索 得 到 特定 RdbHLH 


达 分 


Br, 


维 


结构 模板 文件 ， 


的 方式 构建 RdbHLH # 
(https://saves.mbi.ucla.edu/) 进行 评估 确 


HZH 


白 三 


三 维 结构 


tr 


1.8 RdbHLH 蛋白 互 作 网 络 分 析 
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模型 ， 
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因 在 


结果 文件 ， 


亚 细 胞 定位 预测 。 


用 MEGA11 软件 


基因 的 外 显 子 和 内 含 子 位置 
利用 TBtools 软件 
基于 第 二 次 结构 域 搜索 


P(padj)<0.05, {i 
按照 log 0P KMvaluet 进行 转换 以 表示 基因 
不 同和 干旱 胁迫 处 到 


aA 


行 多 序列 比 对 ， 最 后 J 
F 分 析 保 守 结 构 域 。 


| Tbtools 软件 对 


将 模 


树 ，Bootstrap 重 
LA. Chttps://www.chiplot.online/) 
基因 的 分 类 系统 (Heim et al., 2003) 对 RdbHLH 家 族 


H PSORT 工 具 


的 ClustalW 


HA 


的 
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£H 


一 化 为 FPKM (Fragments Per 
下 实验 植株 RdbHLH 
Z 9d (D9) 和 


F 


与 对 照相 
差异 基 
表达 水 


相对 


下 的 表达 热 图 。 


二， 一 一 


VL Bu sz 


H Swiss-model 在 线 工 具 (https://swissmodel.expasy.org/) 以 同 源 建 模 
型 文件 提交 至 第 三 方 软件 SAVES 


运用 OrthoVenn2 在 线 工 具 Chttps://orthovenn2.bioinfotoolkits.net/home ) 将 马 织 杜 鹏 所 有 
基因 的 和 蛋白 序列 与 拟 南 齐 进行 同 源 比 对 ， 经 篇 选 得 到 RdbHLH 和 拟 南 齐 基因 间 的 同 源 关 系 
对 ， 再 利用 STRING 数据 库 Chttps://string-db.org/) 分 析 同 源 关 系 对 中 拟 南 芥 基因 间 的 互 作 


网 络 关 系 ， 映 射 得 到 RdbHLH FEA AERA EEE S065) 。 
结果 与 分 析 

2.1 RdbHLH 转录 因子 家 族 成 员 的 鉴定 、 理 化 性 质 及 定位 分 析 

该 研究 共 鉴 定 了 116 个 RdbHLH 转录 因子 家 族 成 员 ， 将 其 重新 命名 为 RdbHLH1 ~ 
RdbHLH116, 己 鉴 定 的 RdbHLH 详细 信息 见 表 1. 与 前 人 研究 相 比 ，R4AbHLH 家 族 基 因数 量 
较 少 ， 前 人 在 桃 树 (Prunus persica) (Zhang et al., 2018) 、 红 梅 (Prunus mume) (Wu et al., 
2022) 、 黄 瓜 〈Li etal., 2020) ~ 7932 (Fagopyrum tataricum) (Sun etal., 2020) 、 马 铃 
% (Solanum tuberosum) (Wang etal., 2018) ~ EX (Zea mays) (Zhang etal., 2018) FIA 
菜 (Brassica rapa) (Song etal., 2014) 中 分 别 鉴 定 出 95、100、142、164、190、208 和 230 
个 bHLH 基因 ， 不 同 物种 间 bHLH 家 族 基 因数 量 差异 较 大 。 

蛋白 理化 性 质 及 亚 细 胞 定位 分 析 结 果 显 示 Gk 1) ,RdbHLH 蛋白 序列 长 度 为 92 一 1 040 
个 氨基 酸 ，84.48% 的 蛋白 序列 由 200~600 个 氨基 酸 构成 ， 蛋白 分 子 量 为 10 552.83 ~ 
113 904.83 D，81.03% 的 蛋白 分 子 量 在 20 000~60 000 D Z J; 蛋白质 等 电 点 大 小 为 4.87— 
9.93， 平 均值 为 6.69，65.52% 的 RdbHLH 蛋白 等 电 点 小 于 7， 呈 弱酸 性 ， 不 稳定 指数 大 村 
40 的 RdbHLH 蛋白 数量 为 111 个 〈95.69%) ; 蛋白 脂肪 指数 为 47.7~102.5, KF 60 WE 
白 数量 占 比 90% 以 上 ; 所 有 和 蛋白 平均 距 水 指数 均 为 负 值 ， 平 均 为 -0.54; 除 各 有 3 个 RdDHLH 
基因 定位 到 细胞 质 和 线粒体 ，1 个 定位 到 细胞 外 区 域外 ， 其 余 RdbHLH 基因 (93.97%) 定位 
于 细胞 核 。 
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K 1 RdbHLH 和 蛋白 理化 性 质 及 亚 细 胞 定位 


Table 1 Physicochemical properties and subcellular localization of RdbHLH protein 
氨基酸 RADIT 


x Ade pty 让 不 稳定 指 ”脂肪 指 oy == ' 
基因 名 称 基因 ID <i Molecular oa 数 数 erate 
Gene name Gene ID of weight Instabilit Aliphatic Sati 
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RdbHLH1 DUH004388.1 431 47 756.54 5.85 60.81 73.74 -0.539 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH2 DUH005894. 192 22 018.96 6.78 54.22 84.27 -0.674 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH3 DUH007473. 252 28 390.24 7.05 71.39 84.37 -0.438 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH4 DUHO014695.1 1024 113 904.83 5.29 53.23 80.16 -0.399 细胞 核 Nuclear 
RdbHLHS DUHO003237. 306 33 758.25 5.14 67.92 74.71 -0.351 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH6 DUHO013728. 389 43 536.57 9.11 64.75 90.51 -0.190 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH7 DUHO013736.1 634 69 643.83 5.75 48.32 66.29 -0.618 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH8 DUH005371. 503 55 916.11 8.92 64.22 76.16 -0.482 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH9 DUH019340. 272 30 101.20 5.34 58.39 55.29 -0.936 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH10  DUH005921.1 360 39 517.73 5.52 40.50 59.86 -0.809 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH11 DUH023342. 326 36 342.90 6.60 65.70 65.52 -0.606 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH12 ~ DUH029629. 427 47 369.88 8.05 39.56 89.48 -0.272 细胞 质 Cytoplasmic 
RdbHLH13 DUHO003842.1 471 52 481.28 5.42 38.09 73.67 -0.609 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH14  DUH008051.3 394 42 577.13 5.53 54.65 64.31 -0.683 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH15 DUH013306. 177 20 122.18 8.38 59.32 82.20 -0.186 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH16 DUH008345.1 409 44 913.26 7.20 56.69 47.70 -0.871 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH17  DUH001667. 282 31 840.14 5.64 52.60 88.83 -0.372 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH18 DUH012619. 282 31 797.85 5.26 55.53 79.54 -0.498 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH19 DUHO19081.1 547 60 836.55 5.84 48.94 75.94 -0.506 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH20  DUH019092. 338 37 761.71 6.84 44.70 72.96 -0.547 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH21 DUH005594. 437 48 149.14 8.89 63.09 60.94 -0.677 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH22 DUH004478.2 266 29 224.11 8.74 47.78 75.86 -0.383 细胞 核 Nuclear 
RAbHLH23 DUH018436. 246 28 080.78 5.31 74.53 79.27 -0.593 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH24 © DUHO24866. 266 29 635.45 5.60 47.18 56.09 -0.918 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH25 DUHO007178.1 384 42 995.37 6.33 45.23 73.59 -0.580 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH26 ~ DUHO24054. 267 29 104.72 5.93 49.73 85.06 -0.426 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH27 DUH002337. 294 32 915.97 6.14 59.83 74.01 -0.582 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH28 DUH002390.1 281 29 833.53 6.08 49.40 73.31 -0.360 细胞 核 Nuclear 
RAdbHLH29 DUH021497. 314 34 922.42 6.41 40.01 77.01 -0.458 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH30 © DUHO23866. 499 54 525.48 5.87 49.04 61.78 -0.662 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH31 DUH023904.1 523 58 975.52 5.05 49.15 72.49 -0.676 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH32 ~ DUH023905. 555 62 085.10 4.97 40.07 74.43 -0.595 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH33 DUH030279.2 638 70 393.50 6.08 45.36 79.91 -0.427 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH34  DUH003687.1 257 28 375.54 6.00 43.37 56.54 -0.693 细胞 核 Nuclear 
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RdbHLH35 DUH028516.1 275 30 254.56 5.71 58.76 66.29 -0.749 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH36 © DUH004982.2 401 43 357.42 4.91 55.24 76.13 -0.433 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH37 DUH006261. 727 80 117.20 5.30 72.23 74.02 -0.614 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH38 DUH016776.1 237 26 334.98 5.03 53.27 75.27 -0.568 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH39 _ DUH025703. 214 23 579.28 7.01 52.31 62.85 -0.800 细胞 核 Nuclear 
RAbHLH40  DUH010381. 272 29 670.24 6.00 48.27 71.80 -0.524 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH41 DUH030504.1 401 43 859.73 7.13 61.51 64.01 -0.643 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH42  DUH016889.2 376 41 336.69 4.92 62.28 86.09 -0.362 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH43 © DUH005531. 300 33 563.68 8.99 60.26 89.07 -0.288 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH44 DUH001870.1 244 26 854.30 8.22 53.11 62.87 -0.708 细胞 核 Nuclear 
RAbHLH45 DUH001875. 515 56 888.11 4.89 51.27 75.65 -0.331 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH46 © DUH002203. 319 35 796.27 6.04 47.07 77.87 -0.583 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH47 DUH009253.1 255 25 529.92 5.05 61.38 75.91 -0.704 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH48 DUH009284. 353 40 458.07 6.13 60.55 57.48 -0.932 细胞 质 Cytoplasmic 
RdbHLH49 © DUH009292. 293 31 783.98 5.52 56.04 77.95 -0.354 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH50 DUH024223.1 237 26 096.64 8.78 49.80 71.31 -0.628 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH51  DUH025785. 280 31 592.47 6.09 52.86 63.36 -0.594 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH52 ~ DUH015020. 250 28 090.84 5.37 62.18 97.12 -0.341 细胞 核 Nuclear 
RdbHLHS53 DUH024983.1 569 63 939.11 5.87 55.46 85.76 -0.435 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH54  DUH011463. 342 37 194.93 5.02 50.35 89.01 -0.277 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH55 DUH000217. 535 58 156.76 5.46 71.72 57.33 -0.533 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH56 DUH000445.1 585 64 810.79 6.54 37.36 70.85 -0.533 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH57 DUHO016369.2 777 84 295.10 5.43 51.51 66.54 -0.520 细胞 核 Nuclear 
s= RdbHLH58  DUH007791. 387 42 295.14 7.18 56.92 72.33 -0.648 胞 外 Extracellular 
RdbHLH59 DUHO19883.1 309 34 145.53 4.97 66.61 76.80 -0.382 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH60 DUH026242. 386 44 187.01 6.18 47.45 72.49 -0.667 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH61 DUHO009131. 238 25 527.85 9.41 57.44 73.45 -0.472 细胞 核 Nuclear 
RAbHLH62 DUH011938.1 494 54 002.98 5.33 69.59 62.21 -0.615 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH63 DUHO10183. 172 19 273.25 6.45 45.13 102.50 -0.098 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH64  DUH008841. 444 49 353.90 6.96 57.92 79.28 -0.329 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH65 DUHO032033.1 420 46 766.03 5.41 54.61 66.43 -0.624 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH66  DUH009476. 324 36 293.63 5.79 50.40 63.49 -0.816 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH67 DUH021057. 309 33 671.82 7.75 42.85 71.97 -0.570 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH68 = DUHO002705.1 96 10 841.17 9.75 99.91 91.46 -0.673 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH69  DUH031983.2 317 35 008.86 5.47 66.30 62.18 -0.643 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH70 DUH022975. 453 49 525.05 5.39 50.99 74.26 -0.541 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH71 DUH006725.1 622 70 273.64 5.01 48.75 83.01 -0.466 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH72 _ DUH019603. 216 24 122.39 6.19 63.27 74.95 -0.598 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH73 DUH012398. 275 31 215.39 6.76 59.88 79.38 -0.441 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH7T4 DUH000545.1 196 21 815.14 7.65 64.87 99.90 -0.178 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH75 DUHO25954. 261 28 745.90 9.53 49.94 76.97 -0.568 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH16 DUH007707. 453 50 481.39 9.09 66.43 85.89 -0.347 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH77 DUH031370.1 320 35 827.51 7.12 43.07 77.94 -0.484 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH78 DUH007071. 492 55 631.94 9.32 44.04 82.17 -0.538 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH7T9 _ DUHO16339. 387 44 278.00 9.75 54.60 91.83 -0.291 细胞 核 Nuclear 
RAbHLH80 DUH008981.1 284 31 456.74 7.81 50.29 82.04 -0.392 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH81 DUH028772. 294 31 675.46 5.17 57.37 70.44 -0.409 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH82 DUH003369. 95 10 831.62 9.39 68.25 87.16 -0.445 ”线粒体 Mitochondrial 
RdbHLH83 DUHO010827.1 319 36 030.02 5.21 54.45 69.37 -0.664 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH84 DUH016449. 209 23 645.95 6.37 53.24 83.49 -0.447 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH85 DUH010791. 342 37 985.39 5.81 56.02 69.27 -0.660 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH86 DUH008307.1 592 65 776.45 6.48 54.99 62.45 -0.800 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH87 — DUH008309. 350 39 179.35 8.98 56.34 67.46 -0.653 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH88 ` DUH030431.2 404 45 133.55 4.94 51.76 78.84 -0.242 ”线粒体 Mitochondrial 
RdbHLH89  DUH007846.1 328 36 902.32 5.54 70.78 77.62 -0.706 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH90 DUH006588. 365 38 689.46 9.20 47.23 61.53 -0.543 ”线粒体 Mitochondrial 
RdbHLH91  DUH013676. 225 24 822.33 7.71 52.70 68.93 -0.644 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH92 DUH020755.1 216 24 001.11 8.48 62.71 78.01 -0.537 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH93 DUH020756. 235 26 323.82 5.65 57.36 84.13 -0.539 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH94  DUH020757. 245 27 027.67 6.96 62.56 89.06 -0.420 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH95 DUH020758.1 225 25 218.69 8.16 60.17 81.82 -0.537 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH96  DUH020759. 237 26 255.28 9.39 59.12 70.72 -0.749 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH97  DUH013566. 435 45 286.36 6.03 42.47 69.61 -0.412 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH98 DUHO10295.1 491 54 160.88 6.07 41.41 76.42 -0.472 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH99 _ DUH030484. 557 60 552.26 6.93 59.73 67.07 -0.700 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH100 DUHO17428. 331 36 822.40 4.87 48.00 66.34 -0.776 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH101 DUH017430.2 566 61 919.89 7.13 44.57 70.99 -0.546 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH102 DUHO021989. 94 10 552.83 9.09 71.79 88.19 -0.635 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH103 DUH031337. 402 44 100.43 7.59 44.61 51.69 -0.802 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH104 DUHO15506.1 321 35 437.12 5.79 66.47 62.59 -0.905 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH105 DUH006943. 694 74 962.66 6.39 49.21 70.66 -0.381 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH106 DUH011529. 297 33 597.01 9.54 54.49 78.79 -0.377 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH107 DUHO15792.1 231 24 677.25 9.93 65.10 67.14 -0.342 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH108 DUH012570. 165 18 117.65 4.93 42.90 95.58 -0.170 细胞 质 Cytoplasmic 
RdbHLH109 DUH000549. 306 33 992.29 6.20 64.33 75.49 -0.453 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH110 DUHO21153.1 383 42 664.10 5.55 57.46 87.52 -0.211 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH111 DUH024398. 602 67 544.63 5.53 46.25 74.22 -0.537 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH112 DUH024401. 297 33 388.97 9.12 44.72 84.75 -0.498 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH113 DUH017174.1 256 28 622.56 6.66 38.05 62.11 -0.966 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH114 DUHO18029. 825 92 337.26 8.77 48.27 79.50 -0.419 细胞 核 Nuclear 
RdbHLH115 DUHO18112. 345 38 538.64 8.72 52.19 57.39 -0.834 细胞 核 Nuclear 
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RdbHLH116 | DUH009987.1 168 18 849.65 7.71 54.41 75.48 -0.649 细胞 核 Nuclear 


2.2 RdbHLH 的 系统 发 育 研究 和 分 类 
目前 对 模式 植物 拟 南 芥 AtbHLH 基因 的 研究 较为 明晰 , 该 研究 选取 了 131 个 AtbHLH 基 
因 作 为 分 类 参照 ， 参 与 构建 RdbHLH 转录 因子 家 族 的 系统 发 育 进化 树 。 根 据 系统 发 育 树 的 
拓扑 结构 和 AtbHLH 亚 家 族 的 分 类 ， 对 RdbHLH 亚 家 族 成 员 进 行 分 类 。 

如 图 1 和 表 2 所 示 , 系统 发 育 进化 树 共 划分 为 30 个 亚 组 和 21 个 亚 家 族 ,116 个 RdbHLH 
家 族 成 员 分 布 在 21 个 亚 家 族 中 的 17 个 亚 家 族 中 ， 分 别 为 Ja、Ibl1、Ib2、I、IIa+b+c+d+e+f、 
IVa, IVb2+c, IVd, Vatb、 Vllatb、 Villa. VIHIbtc、 IX. Xa, XI. XII 和 和 XI, RdbHLH111 
和 RdbHLH84 不 能 明确 归属 为 AtbHLH 的 任何 一 组 ， 故 将 其 归 类 为 XII 亚 家 族 ， 其 中 ， 
IIa+b+c+d+e+f 亚 家 族 包 含 20 个 RdbHLH 家 族 成 员 ， 为 数量 最 多 的 亚 家 族 ， 而 IVb1、Xb、 
Xc 和 VI 亚 家 族 无 RdbHLH 家 族 成 员 分 布 。 在 植物 中 ， 同 一 亚 家 族 成 员 进 化 距离 越 近 ， 其 结 
构 、 参 与 途径 和 生物 学 过 程 就 可 能 越 相似 (Zhang et al., 2018), 根据 系统 发 育 关 系 和 AtbHLH 
功能 可 推测 RdbHLH 的 功能 ， 如 XI、X 和 Ville 亚 家 族 成 员 可 能 参与 调节 根 的 生长 发 育 ， 
XII. Vatb. X. Ia+b+c+d+e+f, IVd, la 和 IX 亚 家 族 大 多 数 成 员 可 能 参与 调控 植物 生长 〈 细 
胞 伸 长 、 花 发 育 、 器 官 形态 建成 ) 和 非 生 物 胁迫 〈 干 旱 、 寒 冷 、 盐 ) 反应 (Salih et al., 2021). 
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系统 发 育 进化 树 ， 绿 色 圆 形 标签 表示 拟 南 芥 ， 红 色 五 角 星 表示 马 组 杜 鹏 。 


Phylogenetic tree, with green circular labels representing Arabidopsis thaliana and red pentagrams representing 


Rhododendron delavayi. 


图 1 马 绢 杜鹃 与 拟 南 章 bHLH 转录 因子 家 族 系 统 发 育 进化 树 


Fig. 1 Phylogenetic tree of bHLH transcription factors family between Arabidopsis thaliana and 


Rhododendron delavayi 


3 2 RdbHLH 5 AHL 基因 亚 组 和 亚 家 族 分 类 及 数量 分 布 


Table 2 Classification and number distribution of RAbHLH and AtbHLH genes 


亚 组 拟 南 芥 
Subgroups Arabidopsis thaliana Rhododendron delavayi 
la 10 
Ibl 4 
Ib2 7 
II 3 
Ma 3 
Mb 4 
Mce 3 
Md 4 
Me 4 
HIf 4 
IVa 4 
IVb1 1 
IVb2 2 
IVc 4 
IVd 2 
Va 2 
Vb 5 
VI 2 
Vila 10 
VIIb 5 
Villa 3 
VIIIb 5 
Vc 5 
IX 6 
X-a 1 
X-b 1 
X-c 6 
XI Š 
XII 16 
XIII 0 
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亚 家 族 拟 南 芥 
Subfamilies Arabidopsis thaliana 

Ta 10 
Ib1 4 
Ib2 7 
II 3 
Ma+b+c+d+e+f 22 
IVa 4 
IVb1 1 
IVb2+c 6 
IVd 2 
Va+b 7 
VI 2 
Vlla+b 15 
Villa 3 
VIllb+c 10 
IX 6 
X-a 1 
X-b 1 
X-c 6 
XI 5 
XII 16 
XIII 0 


2.3 RdbHLH 基因 结构 、 保 守 结 构 域 和 Motif 分 析 
基因 结构 分 析 结 果 显 示 (图 2: c) ， 不 同 亚 家 族 的 R4bHLH 基因 结构 差异 较 大 ， 长 度 
在 467 bp (RdbHLH82) ~11 869 bp (RdbHLH33) 不 等 ， 内 含 子 和 外 显 子 数 量 也 存在 较 大 


差异 ， 内 含 子 数量 为 0~13 个 ，12 个 基因 


-1 和 X 亚 家 族 ，98 个 RdbHLH 基 


守 结 构 域 显示 (图 2:b 和 图 3), RdbHLH PË 
超 家 族 结构 域 的 基因 数量 最 多 ， 为 36 个 ， 同 一 
如 图 2: a 和 图 3 所 示 ， 共 鉴定 


因 


(10.34%) 无 内 含 子 ， 分 布 在 II-1，VWE-1 和 X 亚 
家 族 ，15 个 R4bHLH 基因 (11.21%) 有 1 AET, DWE L-1 1-3, IM-1, Vb 和 Vl-1 亚 
家 族 ，4 个 基因 CRdbHLH28. RdbHLH96. RdbHLH109 和 
分 布 在 II-2、IV-2 和 X[ 亚 家 族 ，84 个 RdbHLH FE) (72.4%) 的 内 含 子 数量 为 2 一 8 个 ; 7 
显 子 数 量 为 1 一 14 个 不 等 ，12 个 R4bHLH 基因 (10.34%) 有 1 个 外 显 子 ,分布 在 II1-1、WI 


+ 


RdbHLH110) 的 内 含 子 数量 三 10， 
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(84.48%) 外 显 子 数量 为 2~8 个 。 多 序列 比 对 结果 和 保 


因 


均 含有 典型 的 bHLH 结构 域 , 其 中 含 bHLH SF 


家 族 RdbHLH 结构 域 组 成 相似 怕 
H 15 个 Motif (Motif 1 一 Motif 15) ， 不 同 基 因 包 含 的 


FE 较 高 。 


Motif 数量 为 1 一 8 个 ，Motif 长 度 为 21 一 100 个 氨基 酸 ( 表 3) 。 除 RdbHLH8., RdbHLH68. 


RdbHLH71. RdbHLH82. RdbHLH100. RdbHLH102 和 RdbHLH108 不 存在 碱 性 


E 基本 区 ， 


RdbHLH99 不 存在 HLH 区 外 , 其 余 108 个 RdbHLH (93.10%) 均 同 时 含有 Motif 1 和 Motif 2 
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结构 ，Motif 1 和 Motif 2 位 置 除了 在 RdbHLH42, RdbHLHS7 和 RdbHLH88 基因 中 间隔 较 远 
外 ,在 其 余 RdbHLH 中 均 紧密 相 邻 , Motif 1 包含 一 个 碱 性 基本 区 域 和 一 个 螺旋 区 域 , 而 Motif 
2 包含 一 个 环 状 区 域 和 另 一 个 螺旋 区 域 ， 两 个 基 序 共同 组 成 bHLH 结构 域 (图 3 和 图 4) ， 
RdbHLH 保守 结构 域 氨 基 酸 序列 中 有 28 个 氨基 酸 较 保守 (sequence identity >50%) , 9 个 
氨基 酸 高 度 保守 (sequence identity>90% ) 。 一 般 来 说 ， 系 统 发 育 树 相 邻 分支 上 的 RdbHLH 
具有 相似 的 基 序 结构 ， 如 工 2、I、IV-1、Vb、 三 、 册 -1、KX-1、XT、 允 等 亚 家 族 的 基 序 结 
构 均 高 度 保 守 。 
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a. RdbHLH 蛋白 中 Motif 分 布 , b. RdbHLH SAH RY SAG; c. RdbHLH 基因 的 外 显 子 /内 含 子 分 布 。 
外 显 子 用 绿色 圆 角 和 矩形 表示 ， 连 接 两 个 外 显 子 的 黑色 线 表 示 内 含 子 。 
a. Distribution of conserved Motifs in RdbHLH proteins; b. Distribution of conserved domain in RdbHLH proteins; 
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c. Exon/intron distribution of RdbHLH genes. The exons are represented by green round-cornered rectangles. The 
black lines connecting two exons represent introns. 


图 2 RdbHLH 基因 的 Motif、 保 守 结 构 域 和 基因 结构 
Fig. 2 Motif, conserved domains and gene structure of RdbHLH genes 
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图 3 MEME 预测 的 RdbHLH 转录 因子 15 个 Motifs Logo 
Fig. 3 15 Motifs Logos of RdbHLH transcription factors predicted by MEME 
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表 3 RdbHLH 蛋白 保守 基 序 
Table 3 Conservative motifs of RdbHLH protein 
保守 基 序 氨基 酸 残 基 E fe 氨基 酸 数 
Motif Amino acid residue Evalue Number f 
amino acids 
Motif 1 AERRRREKJNERLRALRSLVP 1.9E-1 018 21 
Motif 2 KKTDKASMLDEAINYVKELQKQVQELEMK 1.8E-1123 29 
Motif 3 PPSDYIHVRARRGQATDSHSJ 1.2E-258 21 
Motif 4 IKILCRKRPGQLLKLMEALESLGLEVLHANVTTFNDLVL 8E-207 39 
Motif 5 PNAITPTPCFPQFYPPESHNTGPYMTNNINSADSSS VDDHKAESGEQVTQ 2.2E-104 100 
KAVSMAKKRSHSDGSSLSSVQSMEAREVKGKKQKKSDGTRKDENEKKL 
NK 
Motif 6 GQAAGNKLVPFMGYPGVPMWQFMPPTAVDTSQDHVLRPPVA 4.7E-91 41 
Motif 7 LKAEKNELRDEKQRLKAEKEKLEQQLKAM 3.4E-69 29 
Motif 8 IKTVVLIPVLGGV VELGSTKLVPEDQELV 2.6E-67 29 
Motif 9 RRTKSLKNKEEMESQRMTHIA 1E-59 21 
Motif 10 SDEDGSFVIKASLCCEDRPELLPDLTQALKALHLKTVKAEIATLGGRTKN 6.8E-59 55 
VLVIT 
Motif 11 YSLSVKVEDGCQLTSVBEIATAVHZMLGK 4.1E-54 29 
Motif 12 GLPLSKVLEILVEEGLDVVSY VSTZVNGRLLHTIKSEV 1.5E-52 38 
Motif 13 WDKWSNHDTEQZVAKLMEEDVGAAMQYLQSKALCIMPISLA 6.1E-46 41 
Motif 14 WLRPFVNTKIWDYCVVWKLGDDPRRHSWKDPNCPGFENIZW 6.9E-46 41 
Motif 15 EDLTDTEWFYLVCMSFSFPPGQGLPGKALANGQPIWVCNA 3.2E-45 40 
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do 螺旋 2 Helix 


a. RdbHLH 保守 结构 域 氮 基 酸 序列 分 析 ， 每 个 氮 基 酸 的 高 度 显 示 保 守 比 例 ， 序 列 同一 性 (sequence identity) 


高 于 50% 的 氨基 酸 以 黑色 字母 显示 。b. RdbHLH 保 
彩色 框 标 记 ，sequence identity 宇 90% 用 深 棕 色 标 记 ， 


sequence identity 宇 50% 用 明黄 色 标 记 。 


a. Conserved amino acid (aa) analysis of RdbHLH domains. The height of each amino acid shows the conservation 


守 结 构 域 多 序列 比 对 ， 具有 大 于 50% 同 一 性 的 氨基 酸 用 


90% >sequence identity >70% MIRE EERW, 70% > 


ratio. The aa with a sequence identity higher than 50% is shown in black letters. b. Multiple sequence alignments 


of identified bHLH domains in R. delavayi. The amino acids with identity greater than 50% are labeled with 


colored boxes, The sequence identity >90% is marked in dark brown, 90% > sequence identity =70% is marked in 


dark green, and 70% > sequence identity = 50% is marked in light yellow. 


图 4RdbHLH 蛋白 保守 结构 域 多 序列 比 对 
Fig. 4 Multiple sequence alignment of RdbHLH protein domain 


2.4 RdbHLH 基因 启动 子 顺 式 作用 元 件 分 析 
基因 启动 子 区 域 上 游 序列 作为 转录 因子 结合 位 点 , 被 认为 是 顺 式 调控 元 件 , 在 植物 生物 


学 过 程 


对 启动 子 区 域 的 顺 式 元 伯 


中 发 挥 重要 调控 作用 (Schmitz et al., 2022) > Xi 
进行 了 鉴定 和 分 析 。 结 果 显 示 (图 5 和 表 4) ，116 个 R4bHLH 基 


步 研 究 RdbHLH 的 功能 ， 该 文 


因 中 共 含 有 32 种 ，2 731 个 主要 的 顺 式 作用 元 件 ， 可 大 致 分 为 四 类 (Schmitz et al., 2022) : 
第 一 类 与 植物 生长 发 育 有 关 ， 如 分 生 组 织 和 蛋白 代谢 调节 元 件 等 ， 包 括 AT-rich element, 
CAT-box、 和 02-site， 占 总 元 件数 量 的 4.58%; 第 二 类 与 激素 响应 有 关 ， 如 脱落 酸 、 生 长 素 、 
赤 霍 素 、 莱 莉 酸 甲 酯 和 水 杨 酸 等 , 包括 ABRE、GARE-motif、 P-box、TATC-box、TCA-element 
和 TGA-element 等 9 个 元 件 , 占 比 33.54%; 第 三 类 为 光 响 应 元 件 ,包括 ACE、AE-box、GA-motif、 
G-box、GT1-motif 和 MRE 等 13 个 元 件 ， 占 比 43.39%; 第 四 类 为 低温 、 和 干旱 、 创 伤 和 厌 氧 
等 胁迫 响应 元 件 ， 包 括 ARE. ATC-motif. LTR. TC-rich repeats 和 WUN-motif 等 7 个 元 件 ， 
占 比 18.49%。 其 中 共有 47 个 (40.52%) RdbHLH 家 族 基因 含 响应 干旱 胁迫 的 顺 式 作用 元 件 。 
表 4 RdbHLH 基因 启动 子 顺 式 作用 元 件 功能 分 类 


Table 4 The promoter Cis-element functional classification of RdbHLH genes 


功能 分 类 数量 顺 式 作用 元 件 
Functional classification Number Cis-acting elements 
光 响 应 元 件 13 TCT-motif, ACE, AE-box, TCCC-motif, Sp1, MRE, L-box, I-box, Box 
Light-responsive element 4, GT1-motif, G-box, GA-motif, GATA-motif 
激素 到 应 元 件 ABRE, TGA-el TGACG if, TCA-el TATC-b 
Hormone-responsive 9 ? “e ement, ot, -clement, 0% 
element P-box, GARE-motif, AuxRR-core, CGTCA-motif 
胁迫 响应 元 件 7 WUN-motif, TC-rich repeats, MBS, ARE, ATC-motif, ATCT-motif, 
Stress-responsive element LTR 
植物 生长 发 育 元 件 


Plant growth and 3 O2-site, CAT-box, AT-rich element 


development element 
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A. Light-responsive element; B. Hormone-responsive element; C. Stress-responsive element; D. Plant growth and 


development element. 


5 RdbHLH 家 族 基 因 启 动 子 顺 式 作 用 及 数量 分 布 


Fig. 5 Cis-acting elements and quantitative distribution of RdbHLH genes 
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2.6 RdbHLH 家 族 基 因 在 不 同 干旱 处 理 下 的 表达 分 析 
不 同 干旱 胁迫 处 理 下 R4bHLH 基因 的 差异 表达 情况 如 图 6 所 示 。 在 干旱 胁迫 下 ， 共 有 


36 个 RdbHLH 基因 


ChinaXiv 合 作 


表达 量 显 著 变 化 ，RdbHLH40、RAbHLH21 和 RdbHLH48 在 CK 组 中 具有 


较 高 的 表达 量 ， 而 在 干旱 胁迫 和 复 水 处 理 下 ， 表 达 量 均 较 低 ， 这 可 能 是 这 些 基 因 参 与 调控 植 


物 正 常 的 


RdbHLH28. RdbHLH104, RdbHLH103 在 D5 处 到 
旱 胁迫 较为 敏感 , 在 植物 抵御 中 度 了 


RdbHLH9\ 


表明 重度 干旱 胁迫 限制 了 这 些 基 因 


生长 发 育 


， 干 旱 胁迫 限制 了 植物 正常 生理 过 程 并 抑制 了 这 些 基因 的 表达 ; 
E 下， 表达 量 急 剧 增 加 ， 表 明 这 些 基因 对 干 
F 蛙 胁迫 阶段 发 挥 重要 调控 作用 ; RdbHLH56. RdbHLH7, 


~ RdbHLH65 在 CK 和 D5 处 理 下 具有 较 高 表达 量 ， 而 在 DO 处 理 下 表达 量 降 低 ， 


的 表达 ; RdbHLH23.RdbHLH100.RdbHLH52.RdbHLH982. 


RdbHLH98 和 RdbHLH81 在 D9 处 理 下 表达 量 急 剧 升 高 ， 重 度 干旱 胁迫 诱导 了 这 些 基因 的 表 
tk; RdbHLH51. RdbHLH16. RdbHLH50. RdbHLH27 和 RdbHLH69 等 9 个 基因 在 REC 处 


理 下 表达 量 较 高 ， 推 测 这 


文 些 基因 参与 植物 胁迫 损伤 后 的 修复 机 制 ，R4AbHLH49、RAbHLH95 


和 R4bHLH64 在 D5 和 D9 处 理 下 表达 量 均 较 高 ， 表 明 这 些 基因 参与 植物 整个 干旱 胁迫 的 响 


基于 转录 表达 分 析 ， 对 强 


应 ， 其 中 R4bHLH49 和 RdbHLH52 的 表达 响应 更 为 强烈 ， 可 能 在 植株 抗 干旱 胁迫 过 程 中 发 
挥 重要 调控 作用 。 
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图 6 RdbHLH 基因 在 干旱 腑 过 下 的 表达 
Fig. 6 The expression of RdbHLH gene under drought stress 
2.7 RdbHLH 蛋白 三 维 结构 预测 


烈 响 应 干旱 胁迫 的 12 个 RdbHLH 蛋白 ( RdbHLH28 、 


RdbHLH104、 RdbHLH103、 RdbHLH23、 RdbHLH100、 RdbHLH52、 RdbHLH82、RdbHLH98、 
RdbHLH81、RdbHLH49、RdbHLH95 和 RdbHLH64) 三 维 结构 的 预测 如 图 7 所 示 。 所 有 


RdbHLH 均 具 有 o- 螺 旋 、B- 折 县、B- 转 角 及 无 规则 卷曲 的 空 


一 定 相似 性 


E, 所 有 和 蛋白 成 员 均 具 保守 的 bHLH 结构 。 


间 构 象 。 整 体 蛋白 三 维 结构 具有 
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图 7RdbHLH 蛋白 三 维 结构 预测 
Fig. 7 Three-dimensional structure prediction of RdbHLH protein 


2.8 RdbHLH 转录 因子 蛋白 互 作 网 络 分 析 

` 蛋白 互 作 网 络 ( 图 8) 显 示 ,RdbHLH33( 同 源 磷 酸 三 聚 异 构 酶 , Triose Phosphate Isomerase, 
x < AtTIM) ， 与 调控 糖 酵 解 的 关键 酶 甘油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 〈Glyceraldehyde-3- Phosphate 
Dehydrogenase) AtGAPA-2、AtGAPB AtGAPC2 和 AtGAPCP-2 等 蛋白 间 存 在 较 强 互 作 关 
£ (Simkin et al., 2023; Suzuki et al., 2021) ， 拟 南 芥 AtGAPCp 在 干旱 胁迫 反应 和 ABA 信和 号 
通路 中 起 关键 作用 (Zhang et al., 2019), 推测 转录 因子 RdbHLH33 能 够 诱导 GAPA-2、GAPB、 
GAPC2 和 GAPCP-2 的 表达 , 促进 信号 传导 , 协同 调控 光合 作用 还 原 磷 酸 成 糖 途径 和 糖 酵 解 
途径 ， 维 持 细胞 ATP 水 平 ， 并 增强 植株 对 高 温和 干旱 等 逆境 的 抗 性 ;RdbHLH46 ( 同 源 
AtbHLH29， 类 FER 铁 吸收 调节 剂 ，FER-like regulator of iron uptake, FRU) 、RdbHLH50 
~ 村 ( 同 源 AtbHLH105, iff IAA- 亮 氨 酸 3, IAA-leucine resistant 3, ILR3) 、RdbHLH47( 同 源 
os AtbHLH104) 和 RdbHLH52《〔〈 同 源 AtbHLH39) 共同 调节 基因 的 表达 以 增加 铁 的 吸收 、 分 布 
_ 和 利用 ， 维 持 植 物 Fe 稳 态 ， 并 在 缺 铁 期 间 提 供 光 保护 以 减少 活性 氧 积累 对 植株 造成 损伤 
(Akmakjian et al., 2021; Jakoby et al., 2004) ; AtbHLH13 (Huang et al., 2018) 、 髓 细胞 组 
织 增生 蛋白 2 (Myelocytomatosis protein2, MYC2) (Zhu et al., 2023) ~ RKR ZIM 结构 
‘= 域 蛋 白 1 (1JAZ1) (Feng et al., 2020) 和 TIFY7 (Singh & Mukhopadhyay, 2021) 均 参 与 调 
© 控 荣 莉 酸 诱导 的 胁迫 响应 ，RdbHLH56《〔 同 源 AtbHLH13) 和 RdbHLH7 ( 同 源 AtMYC2 ) 与 
AUAZ1 和 AtTIFY7 蛋白 间 存 在 较 强 的 互 作 关 系 ， 此 外 ， 末 莉 酸 响 应 转录 因子 AtRERJ1( 同 
源 RdbHLH23) (Kiribuchi et al., 2004) 、AtbHLH92( 同 源 RdbHLH48) (Shen etal., 2021) 

和 AJAZI 蛋白 间 也 存在 较 强 互 作 关系 ， 推 测 RdbHLH 转录 因子 RdbHLH56、RdbHLH7、 
RdbHLH23 和 RdbHLH48 在 茉莉 酸 信号 通路 和 盐 渗透 胁迫 响应 过 程 发 挥 关 键 调节 作用 ;， 转 
录 因 子 Speechless (SPCH) 和 MUTE 均 参 与 调节 气孔 发 育 , 促进 叶 表皮 转化 为 气孔 (Yang et 
al., 2022; Zuch et al., 2023) ，G A fa Sia IA El (Regulator of G-protein signaling E1, 
RGE1) 参与 调节 胚胎 生长 和 发 育 (Zuo et al., 2021) , FAMA 可 促进 气孔 保卫 细胞 分 化 
(Ohashi-Ito & Bergmann, 2006), CBF 启动 子 诱导 因子 1(Inducer of CBF Expression 1, ICE1 ) 
是 调节 冷 诱导 的 转录 激活 剂 ， 可 通过 调控 SPCH. MUTE 和 FAMA 基因 的 连续 作用 以 介 导 
表皮 气孔 分 化 《Feng et al., 2013) ， 故 推测 RdbHLH19( 同 源 AtICE1) 分 别 与 RdbHLH74 
( 同 源 AtMUTE) 、RdbHLH42( 同 源 AtSPCH) 和 RdbHLH67( 同 源 AtRGE1) 相互 作用 
调节 植物 冷 应 激 反 应 、 气 孔 发 育 和 胚胎 发 育 (Liang & Yang, 2015) ; 拟 南 芥 TIFY 转录 因子 
AtTIFY7 (Liu & Chen, 2019) .bHLH 转录 因子 Transparent Testa 8 (AtTT8) (Shin et al., 2013) 
和 Glabra 3 (AtGL3) (Zhang et al., 2016) 均 参 与 调控 花 青 素 的 生物 合成 ， 据 互 作 关系 推测 
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RdbHLH37( 同 源 AtTT8) 、RdbHLH53 (AtGL3) 和 TIFY7 基因 共同 参与 调控 花 青 素 等 黄 
酮 类 化 合 物 的 合成 ; 隐 花 色素 2 (Cryptochromes 2, CRY2) 、 光 敏 色素 A (Phytochrome A, 
PHYA) 、 光 人 敏 色素 互 作 因子 3/7 (phytochrome interacting factor3/7, PIF3/7) 和 隐 人 花色 素 互 作 
因子 bHLH1 (Cryptochrome-interacting basic helix-loop-helix 1, CIB1) 均 参 与 调控 植物 光 周 
期 生长 和 开花 时 间 (Liu et al., 2013; Zuo et al., 2011) , RdbHLH105( 同 源 AtPIF3 ) 、AtPHYA、 
AtCRY2、RdbHLH21( 同 源 AtPIF7) 和 RdbHLH65( 同 源 AtCIB1) 之 间 存 在 较 强 互 作 关系 ， 
故 推测 RdbHLH105、RdbHLH21 和 RdbHLH65 参与 调控 植物 的 光 形 态 建 成 、 代 谢 生 物 合成 
及 信号 转 导 ;DYT1 (Dysfunctional Tapetum1l ) 是 拟 南 芥 花 药 发 育 及 绒 秸 层 早 期 分 化 过 程 中 
重要 的 转录 因子 (Li et al., 2017) ，AtbHLH10 (Huang et al., 2020) ~ AtbHLH30 (Reisfeld et 
al., 2022) 、AtbHLH41 (Reisfeld et al., 2022) 均 参 与 了 绒 千 层 和 花粉 的 发 育 调控 ， 据 互 作 关 
系 可 推测 RdbHLH13 〈 同 源 AtbHLH10) 、RdbHLH2 ( 同 源 AtDYT1) 、RdbHLH8 〈 同 源 
AtbHLH41) 、RdbHLH89( 同 源 AtbHLH30) 和 RdbHLH39 ( 同 源 AtbHLH144) 共同 参与 
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红色 标签 为 RdbHLH 转录 因子 ， 绿 色 标 签 为 其 他 基因 ; 圆 形 标签 半径 大 小 代表 互 作 关 系 的 数量 ;线条 粗细 


代表 两 基因 间 互 作 关 系 的 可 信和 度 。 
Red label is RdbHLH transcription factors, green label is other genes; the size of the circular label radius 
represents the number of interaction relationships; the thickness of the line represents the confidence of the 
interaction between the two genes. 
图 8 RdbHLH 蛋白 互 作 网 络 
Fig. 8 Interaction network of RdbHLH proteins 


3 讨论 与 结论 


该 研究 共 鉴 定 了 116 个 RdbHLH 转录 因子 家 族 成员 ， 相 比 白菜 、 玉 米 和 马铃薯 等 物种 ， 
成 员 数 量 较 少 ， 一 种 可 能 的 解释 是 ,不 同 物种 在 进化 、 基 因 组 复制 或 基因 组 大 小 及 生境 等 方 
面 的 差异 导致 了 物种 间 2EZ 克 基因 数目 的 不 同 ， 马 继 杜 鹏 R4bHLH 家 族 基因 没有 经 历 大 规 
模 的 基因 复制 事件 (gene duplication) ， 而 大 规模 基因 复制 事件 导致 DBZ 万 家族 基 因 在 白 
菜 、 玉 米 和 马铃薯 中 的 扩展 (Carretero-Paulet et al.; 2010, Xu et al., 2015) 。 所 有 和 蛋白 平均 朴 


i 


水 指数 均 为 负 值 ， 表 明 RdbHLH 转录 因子 均 为 亲 水 性 和 蛋白; 等 电 点 跨度 较 大 (4.87~9.93) ， 
表明 其 编码 蛋白 能 适应 不 同 的 酸 碱 环境 ， 绝 大 多 数 RdbHLH 和 蛋白 不 稳定 指数 大 于 40， 表 明 
RdbHLH 和 蛋白 整体 稳定 性 较 差 ， 绝 大 多 数 RdbHLHd 蛋白 定位 于 细胞 核 ， 表 明 该 家 族 基 因 主 
要 在 细胞 核发 挥 功能 。 马 继 杜 鹏 RdbHLH 基因 家 族 成 员 聚 类 划分 为 17 个 亚 家 族 ， 这 与 植物 
bHLH 家 族 一 般 可 划分 为 15—25 个 亚 家 族 的 早期 研究 结果 相符 合 (Pires & Dolan, 2010) , 
其 中 第 IT 亚 家 族 的 成 员 数 量 最 多 ， 无 归 类 为 VI 亚 家 族 的 RdbHLH 成 员 ， 这 可 能 是 该 亚 类 和 蛋 
白 在 马 继 杜 骼 的 进化 过 程 中 丢失 所 致 。 同 一 亚 家 族 内 基因 的 结构 、 保 守 结 构 域 和 Motif 组 合 
具有 一 定 相 似 性 ,但 在 不 同 亚 家 族 间 差异 较 大 ， 推 测 正 是 由 于 这 些 特异 结构 和 Motif 组 合 的 
存在 导致 了 4bHLH 家 族 基 因 功 能 分 化 ， 从 而 调控 植物 复杂 的 生物 学 过 程 (Wani et al., 2021). 
RdbHLH 基因 启动 子 顺 式 调控 元 件 可 分 为 植物 生长 发 育 、 植 物 激素 响应 、 植 物 光 响 应 和 肋 i 
响应 4 类， 表明 R4bHLH 基因 参与 调控 植物 多 方面 的 生物 学 过 程 ， 光 响应 相关 的 元 件数 量 
最 多 , 分 布 最 广 , 表明 光 信号 可 能 在 RdbHLH 基因 的 转录 调控 中 发 挥 重 要 作用 (Nawaz et al., 
2014) 。47 个 RdbHLH 家 族 基 因 含 响应 干旱 胁迫 的 顺 式 作用 元 件 ， 表 明 大 量 R4bHLH 参与 
响应 干旱 胁迫 。 对 不 同和 干旱 胁迫 处 理 下 RabHLH 的 差异 表达 分 析 发 现 表 达 模 式 存 在 显著 差 
异 ， 说 明 它 们 的 功能 发 生 分 化 ， 在 响应 干旱 胁迫 过 程 中 发 挥 不 同 作 用 (Zhang et al., 2022) , 
干 星 的 加 剧 诱 导 了 RdbHLH49.RdbHLH95.RdbHLH64.RdbHLH100.RdbHLH52 All RADHLH82 
基因 的 高 表达 ， 其 中 RdbHLH49 和 RdbHLH52 的 表达 响应 更 为 强烈 ， 在 复 水 后 这 些 基因 的 
表达 量 降低 ,这 可 能 是 复 水 作用 在 一 定 程度 上 缓解 了 植株 的 干旱 损伤 ,推测 它们 可 能 在 植物 
抵御 干旱 胁迫 过 程 中 发 挥 调控 作用 。 
RdbHLH46 ( 同 源 AtFRU)、RdbHLH50( 同 源 AtILR3 ) ~ RdbHLH47 ( 同 源 AtbHLH104) 

和 RdbHLH52( 同 源 AtbHLH39) 参与 调控 铁 的 吸收 、 分 布 和 利用 ， 维 持 植物 中 Fe 稳 态 ， 
并 在 缺 铁 期 间 提供 光 保护 ，RdbHLH37《〔〈 同 源 AtTT8) 、RdbHLH53 (ATGL3) 和 AtTIFY7 
同 参 与 调控 花 青 素 等 黄酮 类 化 合 物 的 合成 ， 这 与 Kazemitabar 等 人 对 芝麻 (Sesamum 
indicum) SinbHLH 的 蛋白 互 作 研究 结果 一 致 ，FRU、ILR3 和 TT8 在 芝麻 生命 周期 中 调控 胁 
迫 响应 、 铁 离子 内 环境 稳定 和 花 青 素 合成 (Kazemitabar et al., 2020). RdbHLH19( 同 源 AtICE1) 
分 别 与 RdbHLH74( 同 源 AtMUTE)、RdbHLH42( 同 源 AtSPCH) 和 RdbHLH67( 同 源 AtRGE1) 
互 作 调 节 植 物 冷 应 激 反应 、 气 孔 发 育 和 且 胎 发 育 , 该 互 作 关 系 与 前 人 在 拟 南 芥 中 的 发 现 相 符 ， 
ICE1 可 能 通过 与 SPCH，MUTE 和 FAMA 形成 异 二 聚 体 ， 在 气孔 发 育 过 程 中 起 正 调控 作用 

(Pillitteri & Torii, 2007; Liu et al., 2009) 。RdbHLH105“〔〈 同 源 AtPIF3) . RdbHLH21 (JYE 
AtPIF7) 、RdbHLH65 ( 同 源 AtCIB1) ~ PHYA 和 CRY2 共同 参与 调控 植物 的 光 形 态 建成 、 
代谢 生物 合成 及 信号 转 导 ， 这 与 刘 亚 文 等 人 的 研究 发 现 相 符 ，CRY2 通过 激活 CIB1 来 促进 
开花 素 (Flowering locus T, FT) mRNA 的 表达 ， 以 响应 蓝光 (Liu et al., 2018) 。RdbHLH13 

( 同 源 AtbHLH10) . RdbHLH2 ( 同 源 AtDYT1) . RdbHLHS ( 同 源 AtbHLH41) 、RdbHLH89 

( 同 源 AtbHLH30) 和 RdbHLH39( 同 源 AtbHLH144) 共同 参与 调控 花 的 发 育 ， 这 与 Cheng 
等 人 对 拟 南 芥 的 研究 结果 相符 ，AtbhLHI10 可 与 DYTI 形成 蛋白 质 复合 物 ， 协 同 作 用 调控 花 
药 分 化 (Cheng et al., 2023) 。 差 异 表 达 分 析 中 一 些 响应 干旱 胁迫 的 关键 蛋白 ， 也 被 预测 存 
在 显著 相互 作用 , 综合 互 作 关 系 推测 马 绢 杜 鸯 对 干旱 胁迫 的 响应 主要 通过 激发 胁迫 信号 传导 
通路 和 渗透 调节 系统 ， 并 合成 黄酮 类 化 合 物 以 消除 活性 氧 ， 绥 解 胁迫 损伤 。 

该 研究 中 ，R4bHLH 基因 的 系统 发 育 关系 和 基 序 结构 等 特征 与 功能 预测 相 呼 应 ， 如 拟 南 

FF Ia 亚 家 族 的 AtbHLH45, AtbHL97 和 AtbHLH98 与 气孔 发 育 控 制 相关 (Zhou et al., 2020) , 
同属 于 Ia 亚 家 族 的 RdbHLH74 和 RdbHLH42 在 互 作 网 络 中 也 体现 了 该 功能 ; VIIIb 亚 家 族 中 
WJ AtbHLH37, AtbHLH40, AtbHLH43 和 AtbHLH88 调控 花 和 果 的 发 育 (Carretero-Paulet et al., 
2010)， 被 划分 在 VIIIb 亚 家 族 的 RdDHLH72. RdbHLH106. RdbHLH107. RdbHLH11 和 
RdbHLH85 在 互 作 网 络 中 也 具有 类 似 功 能 ; AtbHLH38 . AtbHLH39. AthHLH100 Fil AtbHLH101 
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= 


zany 


基因 参与 铁 缺 乏 反 应 (Wang et al., 2013), Ib1 亚 家 族 中 RdbHLH102.RdbHLH68 和 RdbHLH52 
在 互 作 网 络 中 也 被 预测 参与 缺 铁 反应 , 这 体现 了 系统 发 育 功 能 推测 与 蛋白 互 作 网 络 功能 预测 
相 一 致 。 此 外 ， 在 互 作 网 络 中 ，R4bHLH56、RAdbHLH7、RdbHLH23 和 RdbHLH48 被 预测 在 
茉莉 酸 信号 通路 发 挥 作用 ， 在 这 些 基因 启动 子 中 也 存在 与 茉莉 酸 甲 酯 相关 的 顺 式 调 控 元 件 ， 
包括 G-box CGTCA 和 TGACG 基 序 , 预测 参与 光 响 应 的 RdbHLH56, RdbHLH7. RdbHLH23 
和 RADHLH48 基因 启动 子 中 也 存在 G-Box、Box 4 和 GT1-motif 等 光 响 应 顺 式 调控 元 件 ， 这 
体现 了 RdbHLH 基因 结构 和 功能 的 统一 。 

综 上 所 述 ， 该 研究 鉴定 了 116 个 RdbHLH 基因 ， 对 家 族 成 员 进 行 了 系统 的 特征 分 析 和 
进化 分 类 ， 结 合 转录 组 表达 数据 ， 对 R4bHLH 基因 在 干旱 胁迫 下 的 表达 模式 进行 了 总 结 ， 
筛选 出 与 干旱 胁迫 相关 的 2 个 重要 候选 基因 , RdbHLH49 和 RdbHLH52 FY HELE SAA BS HEA 
干旱 胁迫 过 程 中 发 挥 重要 作用 , 但 具体 功能 仍 需 开 展 后 续 实验 进行 验证 。 该 研究 结果 为 进 一 
步 研 究 R4bHLH 基因 的 生物 学 功能 提供 了 理论 依据 ， 也 为 培育 马 继 杜 鹏 优良 园艺 品种 提供 
了 计 向 基因 资源 。 
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